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O processo de compostagem é uma forma eficaz e econômica de tratar os resíduos orgânicos, 
pela decomposição predominantemente microbiológica. A Fundação Parque Zoológico de 
São Paulo (FPZSP) possui uma unidade de produção de composto orgânico (UPCO) que 
aproveita a matéria orgânica de várias origens, sendo um dos resíduos mais utilizados no 
processo os restos vegetais, e, consequentemente, a celulose é a maior fonte de carbono 
presente. Assim, este estudo teve como objetivo explorar a diversidade microbiana encontrada 
na compostagem visando isolar, identificar e caracterizar aqueles capazes de degradar 
celulose. Desse modo, um total de 54 microrganismos foi isolado em meio suplementado com 
carboximetilcelulose (CMC) como fonte única de carbono. Dessa forma foi possível isolar 
uma espécie nunca antes descrita como celulolítica, identificada por Gordonia 
paraffinivorans. Ensaios enzimáticos demonstraram que as celulases dessa espécie tem alta 
atividade específica. Ainda, esse microrganismo teve seu genoma sequenciado e, com a 
análise do genoma foi possível identificar sequências que codificam duas famílias (GH1 e 


















The composting process is an effective and economical way of treating organic waste, mainly 
by microbial decomposition. The Fundação Parque Zoológico de São Paulo (FPZSP) has a 
compost production unit (UPCO) that takes organic matter from various sources, and one of 
the waste more used in the process are vegetable scraps, and consequently cellulose is the 
largest source of carbon present. This study explored the diversity in order to obtain cellulose-
degrading microorganisms. Thus, a total of 54 microorganisms were isolated in medium 
supplemented with carboxymethyl cellulose as sole carbon source. Among them, a specie 
never described before as cellulose degrading, identified as Gordonia paraffinivorans, 
showed a high specific activity in enzymatic assays. Further, this microorganism had their 
genomes sequenced and the analysis of the genome identified sequences encoding two 
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Na natureza, resíduos de origem animal ou vegetal são decompostos pela ação de 
microrganismos a húmus, os quais são reaproveitados pelo ecossistema como fonte de 
nutrientes para as plantas e, posteriormente, são incorporados aos animais de forma indireta, 
corroborando para o ciclo biogeoquímico (BUDZIAK et al., 2004). Esse mesmo princípio 
básico de compostagem é utilizado por diversas culturas e tem como objetivo mimetizar o que 
ocorre na natureza (degradação de compostos orgânicos por microrganismos). Atualmente, 
esse processo ocorre em um compartimento controlado em um tempo menor. O resultado 
deste processo é a digestão da matéria orgânica bruta pela macrofauna (formigas, besouros, 
minhocas e helmintos) e degradação de pequenas partículas pela microfauna (bactérias, 
fungos, leveduras, algas e protozoários) com a liberação de nutrientes no ambiente, como 
nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio e magnésio. Cientificamente o processo de compostagem 
é denominado como decomposição controlada e exotérmica, bioxidativa de materiais 
orgânicos por microrganismos autóctones, em um ambiente úmido e aeróbio, com a produção 
de calor, CO2, H2O, minerais e uma matéria orgânica definida como composto (MEDEIROS, 
2003; BUDZIAK et al., 2004). 
Um processo típico de compostagem compreende uma série de estágios em que ocorre 
o aumento de temperatura (até 70ºC), manutenção de temperatura elevada por um período e 
resfriamento gradual do material. Outros fatores como gradiente de oxigênio, pH e a 
disponibilidade de nutrientes também variam durante o processo, que gera como subprodutos 
ácido graxos, amônia, dióxido de carbono e ácidos húmicos. No início da compostagem 
atuam microrganismos mesófilos, que crescem entre 10 e 45°C e degradam substâncias 
menos complexas. A ação oxidante destes microrganismos resulta no aumento de temperatura 
e queda do pH. Quando a temperatura se eleva acima de 45°C, os microrganismos 
termofílicos substituem os mesofílicos. A maioria da matéria orgânica é degradada nesta etapa 
e, consequentemente, mais oxigênio é consumido. Após a fase termofílica, que corresponde 





temperatura. Nesta última fase são produzidas as substâncias húmicas para formar o 
“composto” maduro (GAJALAKSHMI & ABBASI, 2008; HAUG, 1993). 
Estudos feitos anteriormente em nosso laboratório (Laboratório de Interações 
Microbianas), demonstraram que há uma grande variedade de microrganismos vindos do 
composto orgânico, como o descrito por Bitencourt et al., (2010) no qual foi isolado um total 
de 387 microrganismos. Dentre esses, 67% eram bactérias, 20% fungos filamentosos e 11% 
leveduras. TRAMA et al., (2014) utilizaram a coleção com 90 leveduras isoladas do processo 
de compostagem (BITENCOURT et al., 2010), e empregando a técnica de identificação de 
espectrometria de massas (MALDI-TOF), 55 (61.11%) foram identificadas, enquanto as 35 
(38,89%) apresentaram novos perfis. Dentre as identificadas, a maioria pertence ao gênero 
Candida, seguido por Pichia e Trichosporon. MARTINS et al., (2013) fizeram uma análise 
metagenômica do material de duas composteiras da FPZSP, a qual demonstrou uma grande 
diversidade entre os gêneros que participam de etapas distintas no processo e, entre elas 




 Muitos são os componentes da parede celular vegetal, podendo-se destacar proteínas, 
compostos fenólicos, sais minerais e polissacarídeos. Esses últimos constituem 90% do peso 
seco da parede e pode ser dividido em: celulose (20 a 40%), hemiceluloses (15-25%) e 
pectinas (~30%). Outro componente importante é a lignina, um material composto por anéis 
aromáticos unidos covalentemente às fibras dos polissacarídeos, conferindo rigidez para a 
parede celular. A hemicelulose é um polissacarídeo formado por diferentes açúcares: xilose, 
arabinose, manose, glicose, galactose, ácidos urônicos e grupos acetila, sendo classificada de 
acordo com a predominância do polissacarídeo contido na sua estrutura (FARINAS, 2011; 
TIAN et al., 2012; HARGREAVES, 2008) 
A celulose, biopolímero mais abundante na natureza, é um polissacarídeo estrutural, 
composto por uma cadeia linear de 8.000 a 12.000 unidades de glicose, unidas por ligações 
covalentes β-1,4, e cada par dessa unidade é conhecido como celobiose, que é a unidade 
conformacional mínima da celulose. Possui uma extremidade redutora (responsável por 
oxidar compostos), que se localiza no Carbono 1, e a não-redutora no Carbono 4, como 





Figura 1 - Moléculas de glicose unidas entre si por ligações glicosídicas do tipo β-1,4, mostrando o sistema de numeração 
dos carbonos e a configuração da ligação glicosídica. Fonte: adaptado de Voet (2014). 
 
 
Na biossíntese da celulose, as moléculas de glicose são unidas por ligações de 
hidrogênio, intra e intermoleculares, e força de van der Walls, conferindo rigidez com 
microfibrilas insolúveis e uma certa resistência à hidrólise (SALAMONI, 2005). 
A celulose se mantém insolúvel em água, sob condições normais, o que é essencial 
para sua função como sustentação estrutural nas paredes celulares vegetais. Sua estrutura se 
dá por uma porção cristalina, que é uma região altamente ordenada e uma porção amorfa, 
como demonstrada na Figura 2 (FARINAS, 2011; OGEDA, 2010). 
 










As celulases são enzimas hidrolíticas responsáveis pela degradação da celulose, as 
quais sofrem um mecanismo de controle de síntese e secreção. Sua produção é reprimida em 
concentrações elevadas de fonte de carbono metabolizado e, por outro lado, ela é induzida na 
presença do substrato, sendo ele originado da celulose (RODRIGUES, 2008).  
Os sistemas celulolíticos microbianos podem se apresentar de duas formas: os 
sistemas integrados, conhecidos como celulossomas, os quais estão presentes em 
microrganismos anaeróbicos, e os não integrados, constituídos de enzimas independentes que 
agem em sinergia, estando estes contidos em bactérias e fungos aeróbicos (PIRES, 2008) 
No sistema não integrado os microrganismos possuem genes que codificam, 
basicamente, três enzimas: endo-1,4-β-D-glucanases ou endoglucanases (EC 3.2.1.4), exo-
1,4-β-D-glucanase ou exoglucanase (EC 3.2.1.91) e β-glucosidase ou celobiose hidrolase (EC 
3.2.1.21). As endoglucanases são responsáveis pela clivagem de regiões aleatórias da porção 
amorfa da celulose, o que dá origem a oligosacarídeos de tamanhos variados, que possuem 
suas extremidades livres, disponíveis para a ação das exoglucanases.  As exoglucanases são 
divididas em dois tipos: enquanto uma tem a função de hidrolisar a porção terminal redutora a 
outra cliva a não-redutora dos oligossacarídeos resultantes da ação das endoglucanases. Isso 
gera a celobiose (duas moléculas de glicose unidas por ligação β-1-4) que é então o substrato 
das β-glicosidases, que clivam as ligações entre as duas moléculas de glicose, tendo como 
produto final dessa degradação, a glicose (Figura 3).  Essas enzimas, de um modo geral, 
contêm módulos de ligação ao carboidrato (CBM), sendo esse, responsável pela forte ligação 
da enzima ao substrato (WILSON, 2011; FARINAS, 2011; SOARES JUNIOR et al. 2013, 
STRAKOWSKA, 2013). 
A atividade conjunta das endo e exoglucanases aumenta até quinze vezes a eficiência 
da degradação da celulose e tem como produto principal a celobiose, sendo este o responsável 
pela inibição da atividade das duas enzimas.  Assim, a produção de β-glicosidases é 
importante para reverter essa ação, já que a mesma tem capacidade de degradar esse composto 






Figura 3 – Sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases na degradação da estrutura da 
celulose. Fonte: Adaptado de Farinas, 2011 
 
 
O sistema integrado ou multienzimático é uma estrutura conhecida como celulossoma, 
que é formado por uma proteína de integração celulossomal ou scaffolding protein, que é não 
catalítica e responsável pela organização do celulossoma, contendo sítios de ligação à enzima, 
denominadas coesinas. Essas últimas se ligam a um módulo complementar a elas, que estão 
presentes nas subunidades enzimáticas, conhecidas como doquerinas. Essa 
complementaridade permite que haja uma forte ligação entre as duas proteínas, o que tem 
como consequência a maior estabilidade do complexo. Além disso, em alguns sistemas ainda 
existem módulos de ligação ao carboidrato (CBM), responsáveis por uma ligação mais forte 





Figura 4 - Modelo da proteína Scaffolding CbpA de Clostridium cellulovorans. CBM corresponde ao Módulo 
de Ligação ao Carboidrato. Fonte: Adaptado de DOI, 2008. 
 
 
No geral, as enzimas pertencentes tanto ao sistema integrado, quanto ao não-integrado 
pertencem às mesmas famílias. Segundo ANDERSON et al. (2012), tendo como base as 
celulases dos actinomicetos modelos para degradação da celulose, Cellulomonas fimi e 
Thermobifida fusca, as endoglucanases pertencem às famílias GH5, GH6, GH8, GH9, GH12 
e GH51, enquanto as exoglucanases fazem parte das famílias GH6 e GH48. Há uma exceção 
para os fungos aeróbicos, que produzem exoglucanases pertencentes à família GH7 e não 
GH6 (WILSON, 2011; DOI, 2008). Já as β-glicosidases pertencem às famílias GH1, GH2, 
GH3, GH5, GH9, GH30 e GH116 (KETUDAT CAIRNS, 2015). 
 
1.1.4 Microrganismos degradadores de celulose 
 
Pelo fato da celulose ser um rico reservatório de carbono, muitos são os 
microrganismos capazes de degradar esse composto com o objetivo de captar a glicose como 
fonte de energia. Determinados fungos e bactérias tanto aeróbicas quanto anaeróbicas são 
capazes de realizar tal ação. Os anaeróbicos geralmente habitam ambientes como: solo, 
intestino de insetos, material de compostagem, rumens, madeira, dentre outros. Esses 
microrganismos, de um modo geral, utilizam o sistema multienzimático de atividade 
celulolítica, tendo sido observado e descrito, primeiramente, na bactéria Clostridium 
thermocellum (LAMED et al., 1987). Nessa classificação destacam-se as bactérias dos 





Caecomyces, Cyllamyces, Neocallimastix, Orpinomyces e Piromyces (DOY, 2008; 
FLORENCIO, 2011; RODRIGUES, 2008) 
Já os aeróbicos habitam ambientes como: água, solo, compostagem, fezes animais, 
húmus, bagaço de cana-de-açúcar e outros mais. Esses utilizam o sistema de enzimas livres 
que agem em sinergia, dos quais podemos destacar os gêneros bacterianos Bacillus, 
Cellulomonas, Pseudomonas, Staphylococcus,Thermobifida eactinomicetos, os fungos 
filamentosos dos gênerosTrichoderma, Bulgaria, Helotium, Poria e Aspergillus, como 
tambémplantas do gênero Fragaria e animais como moluscos e insetos. Dentro dessa gama de 
fungos produtores de celulase, destacam-se os pertencentes ao gênero Trichoderma, 
principalmente o T. reesei, que é o mais bem caracterizado e utilizado em processos 
industriais, devido à sua capacidade de secretar altos níveis das enzimas extracelulares. 
(STRAKOWSKA et al, 2013; FLORENCIO, 2011; RODRIGUES, 2008). Contudo, como os 
fungos no geral, há a desvantagem desses microrganismos secretarem baixos níveis de β-
glicosidases, o que faz com que se concentre uma grande quantidade de celobiose no meio, 
produto esse que causa a inibição das enzimas endoglucanase e exoglucanase. Desse modo, as 
bactérias ganham certa vantagem nesse quesito, além de crescerem mais rapidamente em 
meio de cultura (ACHARYA, 2012). 
Em um trabalho publicado por MEDIE et al., (2010), foi demonstrado que espécies de 
micobactérias pertencentes ao MTC (complexo de micobactéria tuberculose) possuíam genes 
que codificam celulases. Esse fato traz uma curiosidade, já que membros desse complexo são 
microrganismos de grande relevância clínica, uma vez que são patogênicos em humanos, 
diferenciando dos microrganismos conhecidos como degradadores de celulose que, de um 
modo geral, são de origem ambiental, pois é o local que contem a fonte de carbono que se 
encontra em maior quantidade no seu habitat, a celulose. 
 
1.1.5 Potencial biotecnológico de microrganismos para degradação de celulose 
 
Sabe-se que as celulases tem alto potencial para degradar polissacarídeos, gerando 
assim, moléculas de glicose como produto final. Desse modo, desde o início da década de 50 
foram iniciadas pesquisas nessa área, principalmente pelo uso dessas enzimas na degradação 
do material lignocelulósico, a fonte mais abundante de energia do planeta. Com o passar dos 
anos foi possível investigar e revelar a importância das mesmas em vários processos 





indústria têxtil e utilização da biomassa para produção de biocombustíveis. Na indústria de 
sucos, juntamente com as xilanases e pectinases, as celulases participam dos processos de 
extração e clarificação dos sucos das frutas e vegetais, melhorando a estabilidade e 
diminuindo a viscosidade do suco, gerando um aumento da qualidade e da produção da bebida 
(ACHAYA, 2012). Na indústria têxtil, elas são utilizadas no processamento das fibras 
celulósicas, com o objetivo de eliminar microfibrilas superficiais, gerando uma superfície 
mais lisa; aumentar o brilho do tecido e retirar a tinta do mesmo (BON, 2008). Já na indústria 
de papéis, elas ajudam no processo de clareamento, assim como realizam modificações nas 
propriedades da fibra e participam da etapa de retirada da tinta dos papéis no processo de 
reciclagem (BHAT, 2000). Outro setor industrial de grande importância é a produção do 
bioetanol, que é originado da fermentação alcoólica do caldo da cana-de-açúcar e melaço, já 
que esses foram vistos como um produto viável para a substituição dos combustíveis fósseis. 
Assim, para um melhor aproveitamento das frações da cana-de-açúcar desenvolveram-se 
técnicas para a degradação de celulose e hemicelulose por processos químicos e, 
principalmente, pela atividade de celulases e hemicelulases, tendo como produto final os 
açúcares que, posteriormente, são convertidos a etanol (BON, 2008). 
Tecidos animais, plantas e micróbios são algumas das fontes dessas enzimas, sendo 
que os microrganismos são mais atrativos por poderem ser cultivados facilmente, e assim, 
produzirem grande quantidade desse produto. Dentre eles, destacam-se os termofílicos, que 
produzem enzimas estáveis mesmo quando inseridas em condições de temperaturas elevadas e 
variações de pH (ACHARYA, 2012). Com o crescimento das suas aplicações, a demanda 
dessas enzimas cresceu consideravelmente, levando à busca por novos microrganismos 
produtores das mesmas, assim como novos ambientes que os habitam. Assim, como descrito, 
a compostagem é um ambiente com grande diversidade de microrganismos, e possui grande 
quantidade de restos vegetais, sendo um ambiente favorável para exploração dessas enzimas 




Diante do exposto, conclui-se que o processo de compostagem é uma forma viável e 
biologicamente favorável para dar uma destinação para o resíduo orgânico convertendo em 
um produto que possa ser reutilizado como fertilizante. Este processo de transformação é 





as diversas fontes de carbono presentes na compostagem). É sabido que a maior quantidade de 
dejetos que fazem parte desse processo são os restos de vegetais . Trabalhos anteriores já 
publicados relatam que a compostagem é um ambiente com grande diversidade de espécies de 
microrganismos com potencial para aplicações biotecnológicas. Neste sentido decidiu-se 
explorar esse ambiente em busca de microrganismos capazes de utilizar celulose como fonte 





1.3.1 Objetivo geral 
 
 Isolar e identificar microrganismos degradadores de celulose provenientes de amostras 
de compostagem da Unidade de Compostagem do Parque Zoológico de São Paulo, e verificar 
a atividade celulolítica dos mesmos. 
 
1.3.2 Objetivos específicos 
 
-Cultivar microrganismos em meio de cultura suplementado com carboximetilcelulose 
(CMC); 
-Avaliar o crescimento dos microrganismos em CMC como fonte principal e única de 
carbono; 
-Identificar os microrganismos por espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS-Matrix 
assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry); 
-Avaliar a degradação da celulose por microrganismos por método qualitativo (teste do halo 
de degradação) e quantitativos (ensaios enzimáticos); 
-Identificar os microrganismos degradadores de CMC em nível de espécie por 
sequenciamento de genes essenciais; 
-Realizar o sequenciamento do genoma dos microrganismos celulolíticos que apresentarem 
maior atividade quando comparado com os demais. 
-Fazer uma análise de bioinformática para buscar genes responsáveis pela degradação da 










Os oligonucleotídeos utilizados nesse projeto estão listados na Tabela 1, com suas 
devidas identificações e aplicações. O par PCRP005/PRCP006 gera um fragmento de 900 
pares de base e o par PRCP039/PRCP040, de 600 pares de base. 
  
Tabela 1 – Sequências dos oligonucleotídeos utilizados no presente trabalho, com suas respectivas 
identificações e aplicações 
Nome Sequência Uso 
PRCP005  5’ GTGCCAGCMGCCGCGG 3’ 
Sequenciamento da 




PRCP006  5’ ACGGGCGGTGTGTRC 3’ 
Sequenciamento da 




PRCP039  5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’ 
Sequenciamento da 
subunidade 25S de 
eucariotos (VALENTE et 
al., 1999) 
PCRP040  5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’ 
Sequenciamento da 
subunidade 25S de 
eucariotos (VALENTE et 
al., 1999) 
 
2.2 Meios de cultura e soluções 
 
2.2.1 Meio mínimo M9 [5x] – Sambrook et al. (1989) 
Na2HPO4.7H2O (Synth)       33,9g/L 
KH2PO4 (Synth)        15g/L                                                                         
NaCl (Synth)                                                     2,5g/L 
NH4Cl (Synth)                                                   5g/L 
Água milli-Q q.s.p        1L 







2.2.2 Solução salina 0,9% 
NaCl (Synth)         9g/L 
Água milli-Q q.s.p        1L 
 
2.2.3 Solução de vitaminas 1x – DUTRA et al.  (2013) 
Biotina (Sigma-Aldrich)                                                                              2 µg/L 
Ácido fólico (Sigma-Aldrich)                                                                      2 µg/L 
Inositol (Sigma-Aldrich)                                                                              2 mg/L 
Ácido nicotínico (Synth)                                                                              400 µg/L 
Ácido p-aminobenzóico (Sigma-Aldrich)                                                    200 µg/L 
Cloridrato de piridoxina (Sigma-Aldrich)                                                    400 µg/L 
Riboflavina (Sigma-Aldrich)                                                                        200 µg/L  
Cloridrato de tiamina (Sigma-Aldrich)                                                         400 µg/L 
Água milliQ q.s.p.                                                                                  1L 
 
2.2.4 LB 
LB Miller, Luria Bertani (Biobasic)       25g/L 
Água milli-Q q.s.p         1L 
 
2.2.5 SDS 3% 
SDS (Biobasic)         30g/L 
Água milli-Q q.s.p         1L 
 
2.2.6 NaOH 4% 
NaOH (Sigma-Aldrich)        40g/L 
Água milli-Q q.s.p         1L  
        
2.2.7 Cetrimida 2% 
Cetrimida (Henrifarma)        20g/L 
Água milli-Q q.s.p         1L 
 
2.2.8 Solução estoque Vermelho congo (3%): 





Água destilada q.s.p        1L 
 
2.2.9 NaCl 1M 
NaCl (Synth)         58,44g/L 
Água milli-Q q.s.p.        1L 
 
2.2.10 TAE (50X) - Sambrook et al. (1989) 
Tris-HCl (Carlo Erba)       242 g/L (2M) 
Ácido acético glacial (Synth)       51,1 mL/L (2M) 
EDTA 0,5M pH 8,0 (Biobasic)      0,1mL/L 
Água milli-Q q.s.p        1L 
 
2.2.11 Gel de agarose a 0,8% 
Agarose (Sigma-Aldrich)       8 g/L  
Tampão TAE (1X) q.s.p.       1L  
       
2.2.12 Solução estoque de brometo de etídeo (10 mg/mL)- Sambrook et al. (1989) 
Brometo de etídeo (Thermo Fisher Scientific)    1 g  
Água ultra pura q.s.p.        100 mL 
 
2.2.13 Coktail de precipitação – Manual do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems) 
Para 1mL da solução: 
Etanol absoluto gelado (Baker)      0,96 mL 
 Acetato de sódio 3M pH 5,2 (Sigma-Aldrich)    0,04 mL 
  
2.2.14 Reagente DNS – Miller (1959) 
Ácido-3,5-dinitrosalicílico (Sigma-Aldrich)                                        7,06 g 
NaOH  (Sigma-Aldrich)       13,2g 
Tartarato de sódio e potássio (Carlo Erba Reagentes)   204 g  
Fenol sólido(Synth)   5,06 ml  
Meta Bissulfito de sódio (Synth)                                             5,52 g 





Foi feita uma curva padrão do reagente [apêndice 2], a qual gerou uma equação da reta. 
 
2.2.15 Tampão citrato de sódio 0,05 M pH 4,5- Sambrook et al. (1989) 
Citrato de sódio (Synth)       12,9g/L 
        
2.2.16 BSA 
BSA (Sigma)                                      1g 
Água milli-Q q.s.p                                                                     1L 
 
2.3 Coleta de amostras de compostagem 
 
 Uma composteira da Unidade de Produção de Compostos Orgânicos (UPCO) da 
Fundação Parque Zoológico de São Paulo (FPZSP) foi acompanhada ao longo do processo 
de compostagem por meio da realização de três coletas que foram realizadas nos dias 
12/08/13, 22/10/13 e 12/11/13, que correspondem aos dias 8, 78 e 99 do processo de 
compostagem, respectivamente. Os materiais orgânicos utilizados no processo são do próprio 
Zoológico, como folhas de árvores, restos de plantas e grama, lodo de tratamento de águas 
residuais, materiais de cama e resíduos de alimentos para animais, além de excrementos de 
animais de cerca de 400 espécies (MARTINS et al., 2013). Conforme padronizado por 
BITTENCOURT et al., 2010, o composto foi coletado com auxílio do trado Eldeman (tipo 
quatro), utilizado para solos arenosos,a uma profundidade de 1,5 m, em cinco pontos 
diferentes da composteira e em seguida, homogeneizado para constituir uma única amostra 
representativa. Após esta etapa, a amostra foi transferida para tubo estéril e encaminhada ao 
laboratório para os procedimentos de isolamentos dos microrganismos. A temperatura foi 
medida pelos funcionários do FPZSP, diariamente, durante todo o processo de compostagem. 
A Figura 5 ilustra a variação da temperatura ao longo do processo de compostagem. As setas 
indicam os dias das coletas, destacando que as mesmas ocorreram em fases diferentes do 
processo, demonstrando assim, temperaturas distintas entre a primeira, segunda e terceira 
coletas. Percebe-se que na 1ª coleta (fase inicial), a temperatura se mostrou alta, e nas 









Figura 5 – Variação da temperatura do composto orgânico da célula 19 da unidade de composto da FPZSP no 
processo de compostagem, destacando-se as 3 coletas realizadas e a fase de revira. Gráfico elaborado a partir 




2.4 Preparação da amostra para cultivo de microrganismos em meio seletivo 
 
2.4.1 Cultivo em meio seletivo sem descontaminação 
 
 O cultivo de microrganismos foi realizado em meio de sais M9 (SAMBROOK et al, 
1989) acrescido de 1% de carboximetilcelulose (CMC) como fonte de carbono, visando 
cultivar principalmente os microrganismos com capacidade de degradar esta substância. 
Assim, 10 mL de solução salina foram adicionados a 5 gramas de compostagem, a qual foi 
homogeneizada em vortex (modelo vortex-2-genie - Scientific Industries) durante 2 min. Em 
seguida esse material foi deixado em repouso por 1 hora. Após este período, 2,5 mL do 
sobrenadante foram transferidos para Erlenmeyer contendo meio de cultivo seletivo, adaptado 
de DUTRA et al., 2013. O enriquecimento foi feito de forma que após a preparação de cada 
amostra, foram inoculados 2,5 mL de sobrenadante em 250 mL de meio M9 + 0,5% de CMC 
contendo 0,5% de glicose e 1X solução de vitaminas, descrita por DUTRA et al., 2013. Com 
um intervalo de 72h de incubação no agitador orbital a 150 rpm e 30°C, foi feita a passagem 





com a fonte de carbono (CMC). Após o período de 72 horas, o meio de cultivo foi 
centrifugado na centrifuga Eppendorf modelo 5810 R a 4000 rpm e as células sedimentadas 
foram ressuspensas em 1 mL de solução salina estéril. A partir dessa suspensão de células 
foram feitas diluições seriadas seguido de semeadura em placas de meio M9 suplementado 
com CMC como única fonte de carbono, e Luria Bertani (LB), que é um meio rico, para 
comparar o crescimento nesses dois meios. Essas foram incubadas em estufa a 30°C e as 
leituras das placas foram realizadas passadas 24 e 48 horas. Após, foi feito o isolamento das 
colônias e estocagem a -80ºC com glicerol a 15%. 
 Com o objetivo de aumentar a  quantidade de microrganismos isolados utilizou-se o 
meio mínimo M9 acrescido com 1% de papel de filtro como fonte de carbono e procedeu-se 
com os cultivos e isolamento conforme descrito acima, mas somente para amostras 
provenientes da segunda e terceira coletas.  
 
2.4.2 Cultivo em meio seletivo com descontaminação 
 
 O cultivo para microrganismos que crescem mais lentamente necessita de um processo 
de descontaminação, ou seja, tratamentos visando eliminar os microrganismos com 
crescimento mais rápido. Este método foi realizado de acordo com o descrito por 
PARASHAR et al., 2004. Brevemente, foram adicionados 20 ml de água milliQ estéril a 10 
gramas de compostagem e após as etapas de centrifugação, o precipitado contendo os 
microrganismos foi tratado com SDS 3%-NaOH 4%, durante 30 minutos. Em seguida foi 
realizada nova centrifugação e o precipitado foi tratado com solução de cetrimida 2% durante 
5 minutos. Ao final do processo, o precipitado foi ressuspenso em 10 ml de água milliQ. Após 
a etapa de descontaminação, a amostra foi inoculada em meio seletivo, como descrito no item 
2.4.1, com diferença no tempo das passagens, que foi de 7 dias para esse método e a leitura 
das placas que foi num intervalo de 7, 14 e 28 dias 
 
2.5 Avaliação qualitativa da atividade celulolítica 
 
 Os isolados foram inoculados, em triplicata, em placas de Petri contendo M9 
(SAMBROOK et al. 1989) suplementado com 1% de carboximetilcelulose ou papel de filtro 
Whatman tipo 1 triturado até um pó fino. Para visualização do halo de hidrólise foi utilizado 





1M, adaptado de TEATHER & WOOD, 1982. Os halos de hidrólise foram medidos para 
selecionar isolados com maior potencial celulolítico. O isolado ambiental URX336, 
identificado como Bacillus subtilis em um trabalho anterior descrito por PASCON et al., 
2011, foi utilizado como controle positivo, por já ter sido identificado como um bom 
degradador de celulose anteriormente, e pela espécie ter relatos de degradação na literatura. O 
índice foi medido pela razão entre o tamanho do halo (em cm) e o tamanho da colônia (em 
cm), e é considerado como negativo se for entre 0 e 0,99; uma cruz (+) se for entre 1 e 1,10; 
duas cruzes (++) se for entre 1,11 e 1,20; três cruzes (+++) se for entre 1,21 e 1,3; e quatro 
cruzes (++++) se for entre 1,31 e 1,4 (FURLANETO, 1989). 
 
2.6 Identificação de microrganismos por espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS 
matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry) 
 
 Foi realizada a extração de proteínas pelo método de etanol/ácido fórmico de um 
cultivo jovem de cada microrganismo, como sugerido pelo manual da Bruker Daltonics. A 
amostra foi colocada em triplicata em uma placa de dessorção com 96 poços e recoberta com 
1 µL da matriz correspondente (ácido-α-ciano-4-hidroxicinâmico em acetonitrila 50% e 2,5% 
de ácido trifluoracético). Após a secagem, a aquisição dos espectros foi realizada em um 
espectrômetro de massa Autoflex (Bruker Daltonics Autoflex II MALDI TOF/TOF) 
utilizando o software FlexControl (Bruker Daltonics). Os espectros foram gerados em 
frequência de 40 HzA do laser, voltagem de 20kV da fonte de íons 1, voltagem de 18,6kV da 
fonte de íons 2, voltagem de 7,5 kV da lente, amplitude de massa de 2.000 a 20.000 KDa. A 
calibração do equipamento foi feita com extrato de Escherichia coli DH5α. A análise dos 
espectros gerados foi realizada pelo software BioTyper versão 3.0 (Bruker Daltonics) que 
compara os espectros obtidos de cada amostra analisada com o perfil disponível no banco de 
dados, gerando um valor de identificação (score). Esse pode ser entre 0,000 e 1,699 quando a 
amostra não é identificada, de 1,700 a 1,999 quando há uma identificação provável do gênero, 
de 2,000 a 2,299 que resulta na identificação segura do gênero e provável espécie e por fim 








2.7 Extração do DNA genômico 
 
 A extração do DNA genômico dos isolados foi feita empregando o kit NucleoSpin 
Tissue (Macherey-Nagel), segundo as recomendações do fabricante. O ácido nucleico eluído 
foi quantificado no equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Scientific), de acordo com as 
instruções do fabricante. 
 
2.8 Amplificação dos genes ribossomais (subunidades 16S e 25S) dos isolados 
 
 O DNA genômico foi empregado como molde numa massa de 50ng em reações de 
PCR para amplificar a região que codifica as subunidades 16S e 25S, para bactérias e fungos, 
respectivamente. Para isso, empregaram-se os oligonucleotídeos, descritos por BORNEMAN 
& HARTIN (2000), identificados como PRCP005, PRCP006 (16S), PRCP039 e PRCP040 
(25S). As sequências destes oligonucleotídeos estão apresentadas na Tabela 1.  
 A reação de amplificação foi realizada com 1 unidade de Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen), 1x tampão de reação provido pelo fabricante, dNTPs 0,2mM, MgCl2 0,2mM, 
0,2μM de cada oligonucleotídeoe água miliQ estéril, completando o volume para 45μL, 
acrescido de 5μL de DNA na concentração de 10ng/μL. Para as reações com o par de 
oligonucleotídeos PRCP005 e PRCP006 foi utilizada a cepa HB101 de Escherichia coli como 
controle positivo e para o par de oligonucleotideos PRCP039 e PRCP040 o Criptococcus 
neoformans. Como controle negativo, utilizou-se o mix sem amostra.  
A amplificação foi realizada no termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied 
Biosystems). Para a amplificação da região 16Sas seguintes condições de reação foram 
empregadas: 1 ciclo prévio de desnaturação a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos, a 
94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos de um ciclo de 
extensão final a 72°C por 7 minutos. Já para a amplificação da região 25S as seguintes 
condições de reação foram empregadas: a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 
72°C por 1 minuto, seguidos de um ciclo de extensão final a 72°C por 7 minutos. Os produtos 
das reações de PCR foram verificados em um gel de agarose a 0,8% com brometo de etidio 
(250 ug/mL) e documentados empregando o equipamento L-PIX Touch (Loccus 
biotecnologia). Os produtos de PCR foram purificados antes do sequenciamento, empregando 





fabricante. A determinação da concentração do ácido nucleico foi feita pelo equipamento 
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). 
 
2.9 Sequenciamento de genes ribossomais (subunidade 16S e 25S) 
 
 Após a reação de PCR, os amplicons purificados dos isolados não identificados por 
MALDI-TOF-MS, foram sequenciados empregando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing (Invitrogen, cat. no. 4336697) de acordo com o descrito pelo fabricante. 
 A reação de sequenciamento foi limpa empregando o coktail de precipitação de acordo 
com o descrito pelo fabricante do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems), contendo etanol absoluto gelado e acetato de sódio 3M com pH 5,2.  Aos 15 μL 
da reação de sequenciamento foram adicionados 25 μL do coktail e a mistura foi agitada por 
vortex e mantida em gelo por 15 minutos. Após a incubação as amostras foram centrifugadas 
a 17.000 xg por 5 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado, seguido de 
um pulso de 201 xg com o tubo invertido. Foram adicionados 50 μL de etanol 70% gelado e a 
centrifugação e drenagem foram repetidas como descritas anteriormente. As amostras foram 
secas por 1 hora em lugar protegido de luz e, posteriormente, armazenadas a -20°C até o 
envio ao Instituto de Química da Universidade São Paulo para a determinação da sequência 
das bases nitrogenadas, empregando o equipamento Applied Biosystems 3130xl Genetic 
Analyzer (Life techonologies). As sequências geradas foram analisadas empregando o 
software Laser Gene (DNAStar, Madison, WI, EUA) e os contigs gerados foram analisados 
contra os bancos de dados do NCBI. 
 As identificações das bactérias e fungos foram consideradas seguras em nível de 
espécie, quando a similaridade foi ≥ a 99% e a nível de gênero quando esse percentual se 
mostrou ≥ a 97%, como descrito por DRANCOURT et al. (2000) e apud GARNER et al., 
(2010). 
 




Para a realização do ensaio enzimático quantitativo foi necessário realizar um cultivo 





18 horas no agitador orbital a 30ºC com agitação de 150 rpm. No dia seguinte, o material foi 
centrifugado a 1.689 xg por 15 minutos, lavado, ressuspenso em 5 mL de água destilada e 
inoculado a uma OD600 0,3 em 1) meio líquido M9 suplementado com CMC 1% e glicose 
0,5%, e 2) meio LB, para serem comparadas com relação a indução da produção de celulases 
na condição induzida e constitutiva, respectivamente. A cultura foi incubada no agitador 
orbital com agitação de 150 rpm por 24 horas e foram retiradas alíquotas nos tempos 0, 4, 8 e 
24 horas. Essas foram congeladas a -20ºC para serem utilizadas no ensaio enzimático. 
 
2.10.2 Ensaio enzimático de dosagem de açúcar redutor 
 
Foi feita uma curva padrão [Apêndice 2] do reagente DNS, a qual, por regressão 
linear, gerou uma equação da reta e a partir desta se calculou a quantidade de glicose gerada 
em cada reação descrita a seguir. A determinação da atividade enzimática foi feita pela 
quantificação de açúcar redutor formado (glicose) de acordo com MILLER (1959) e 
brevemente descrito a seguir. Em cada tubo de ensaio colocou-se uma tira de papel Whatman 
nº 1 (1x6 cm), adicionou-se 1 mL de tampão Citrato de Sódio 0,05 M pH 4,5 e 0,5 mL da 
amostra de cada réplica para cada tempo, em triplicata técnica. Os tubos foram agitados e 
incubados por 1 hora a 50°C. Após, foi adicionado 3 mL do reagente DNS, o conteúdo foi 
fervido por 5 minutos a 100°C para parar a reação e o volume foi completado para 10 mL 
com água destilada. A quantidade de açúcar redutor formado foi determinada por 
espectrofotometria no comprimento de onda 550nm. Nessa reação há a redução do reagente 
DNS a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico (composto de cor marrom avermelhado) pelo açúcar 
redutor (MALDONADE, 2013). 
 A partir desse dado, foi possível calcular a atividade enzimática (U), definida como a 
quantidade de enzima requerida para liberar 1 µmol de açúcar redutor por minuto (µmol de 
glicose /60).  
 
2.11 Dosagem de proteínas totais 
 
 A dosagem de proteínas totais foi feita com o reagente do kit BioRad Protein Assay 
(BioRad), para o qual foi feita, previamente, uma curva padrão BSA [Apêndice III]. Após, foi 
realizado o ensaio, segundo as recomendações do fabricante. Para a leitura da placa foi 





proteínas totais foi determinada empregando a equação gerada a partir da curva de calibração. 
A determinação da quantidade de proteína na amostra permitiu que fosse realizado o cálculo 
da atividade específica das enzimas, pela fórmula: U/mg de proteínas. 
 A intensidade da coloração azul observada neste tipo de reação é dependente da 
ligação do corante Azul Brilhante de Comassie G-250 às proteínas. Em sua forma protonada, 
o corante apresenta uma cor vermelha escura e quando ligado às proteínas, adquire sua forma 
não-protonada, o que faz com que sua cor mude para azul, podendo ser detectado a um 
comprimento de onda de 595nm (BRADFORD, 1976). 
 
2.12 Extração do DNA genômico para sequenciamento do genoma 
 
 A extração do DNA genômico do isolado foi realizada com o Wizard® Genomic DNA 
Purification Kit (PROMEGA) segundo as recomendações do fabricante, diferenciando apenas 
na cultura, que foi realizada previamente em um volume de 50 mL de LB, com o objetivo de 
aumentar a quantidade de células. 
 
2.13 Sequenciamento do genoma 
 
 Os DNAs genômicos isolados dos microrganismos nos ensaios enzimáticos foram 
enviados para sequenciamento no Instituto de Química/USP, Departamento de Bioquímica, 
Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular de Microrganismos. A técnica utilizada foi a 
plataforma Illumina Miseq. 
 
2.14 Análise do genoma por bioinformática 
 
As sequencias geradas pelo sequenciamento foram organizadas em contigs, os quais 
foram analisados de forma individual, utilizando a ferramenta Blastx do site NCBI, dentro do 
genoma de Gordonia paraffinivorans e Gordonia sihwensis. Após, utilizou-se o programa 
Laser Gene para fazer uma análise mais aprofundada das proteínas deduzidas encontradas, 
assim como para realizar o alinhamento das mesmas. As proteínas de mesma classe foram 
alinhadas entre si para verificar a similaridade entre elas. 
Foram feitas buscas de sequências de endo e exoglucanases no site NCBI de várias 





alinhamento. Após selecionar regiões conservadas entre as famílias, foram feitas buscas de 
todas as sequências, utilizando nucleotídeos, dentro de cada contig.  
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Microrganismos isolados da compostagem 
 
Na primeira coleta foram isolados 29 microrganismos pelo método de enriquecimento 
com CMC sendo 23 pelo cultivo sem descontaminação e 6 pelo método com 
descontaminação. Na segunda coleta 15 isolados foram obtidos pelo método de 
enriquecimento sendo 12 pelo cultivo sem descontaminação (enriquecido com CMC ou papel 
de filtro) e 3 pós descontaminação seguido de enriquecimento em CMC. Da terceira coleta, 
foi possível isolar 10 microrganismos sendo 8 pelo método cultivo de cultivo sem 
descontaminação (enriquecido com CMC ou papel de filtro) e 2 com descontaminação 
seguido de enriquecimento em CMC. Então, após as 3 coletas foram obtidos 54 isolados (43 
pelo cultivo sem descontaminação e 11 com descontaminação) (Tabela 2). Todos os isolados 
foram nomeados como MTZ em referência ao projeto temático Biota da parceria 
USP/UNIFESP/FPZSP. 
 
Tabela 2 – Resultado do número de microrganismos isolados, separados por coleta e forma de enriquecimento: 
S/D= sem descontaminação, C/D = com descontaminação, PF = Papel de filtro e CMC = carboximetilcelulose  
COLETA ENRIQUECIMENTO (S/D) ENRIQUECIMENTO (C/D) TOTAL 
1ª 23 CMC 6 CMC 29 
2ª 8 CMC/4 PF 3 CMC 15 
3ª 3 CMC/5 PF 2 CMC 10 
Total 43 11 54 
 
Observando o número de isolados obtidos em cada coleta verifica-se que ele sofre uma 
diminuição (29, 15 e 10, para primeira, segunda e terceira coletas, respectivamente). É 
provável que isso seja um reflexo da mudança na composição do material orgânico na 
compostagem, em que, no início, predomina material celulósico (restos vegetais), e à medida 
que o processo progride esse material de origem vegetal é consumido pela microbiota 





isolados neste trabalho refletem a população microbiana passível de isolamento nas condições 
utilizadas. Outro projeto para essa composteira está em desenvolvimento em conjunto com o 
grupo do IQ/USP com objetivo de acessar a comunidade microbiana cultivável e não 
cultivável por metagenômica. Também foi possível observar uma diferença do número de 
isolados entre os métodos de cultivo sem e com descontaminação. Com isso tem-se duas 
sugestões: 1) no processo há poucos microrganismos cultivados que resistem ao tratamento 
álcool/ácido (descontaminação); ou 2) o fluxo da descontaminação e o cultivo posterior em 
CMC como fonte única de carbono desfavoreceu outros microrganismos que são cultiváveis, 
mas necessitam de um pulso de glicose no meio de cultura por um tempo maior para que a 
produção de massa celular seja aumentada.  
 
3.2 Ensaio Qualitativo 
 
Dos 54 microrganismos testados quanto à capacidade de formar halo de degradação, 
10 foram selecionados por apresentarem índice enzimático a partir de 1 e por serem 
macroscopicamente diversos. Pode-se observar na Tabela 3 que quatro dos dez 
microrganismos selecionados se destacaram por possuírem os maiores índices enzimáticos 
(++++), os quais são: MTZ047, MTZ064 e MTZ065, testadas em CMC e MTZ098 em papel 
de filtro, como fontes principais de carbono. O fato de o isolamento ter sido de meios de 
cultura diferentes e seus halos terem se formado apenas nesses mesmos meios, pode ser 
explicado pela diferença entre as ações das enzimas nas diferentes fontes de carbono 
presentes. O CMC é substrato para as endoglucanases, enquanto que o papel de filtro sofre a 
ação das celulases totais. Assim, sugere-se uma diferença da presença e atividade das classes 










Tabela 3 – Resultado do índice enzimático do teste do halo de degradação em carboximetilcelulose (CMC) e 
papel de filtro (PF) dos 10 microrganismos selecionados. SD = sem descontaminação; CD = com 
descontaminação; C+ = controle positivo (PASCON et al., 2011). Índice enzimático (IE) de 0 a 0,99 = (-); 1 a 
1,1 = (+); 1,11 a 1,2 = (++); 1,21 a 1,3 = (+++); e 1,31 a 1,4 = (++++) (FURLANETO, 1989). 
ISOLADO MEIO/MÉTODO IE EM CMC IE EM PF 
MTZ007 CMC / SD + ++ 
MTZ040 CMC / CD + - 
MTZ041 CMC / CD + - 
MTZ047 CMC / CD ++++ - 
MTZ064 CMC / SD ++++ - 
MTZ065 CMC / SD ++++ - 
MTZ075 CMC /CD +++ - 
MTZ077 CMC / CD ++ - 
MTZ098 PF / SD - ++++ 
MTZ100 PF / SD - +++ 
B. subtilis (C+)  ++++ ++++ 
 
 
3.3 Identificação dos microrganismos 
 
 Dos 54 isolados, 7 (13%) foram identificados pelo MALDI-TOF em nível seguro de 
espécie, 17 (31%) em nível seguro de gênero, 14 (26%) foram identificados com um score 
abaixo do aceitável para identificação segura segundo preconiza a Bruker e 16 (30%), embora 
apresentando um bom score não obtiveram identificação, possivelmente por não estarem 
contido no Banco da Bruker Daltonics que tem como foco isolados clínicos e de alimentos 
[Apêndice I]. Dos 24 microrganismos que puderam ter uma identificação segura de espécie 
e/ou gênero (44%), houve a prevalência dos gêneros Acinetobacter (29,2%) e Klebsiella 
(29,2%), seguidos de outros menos presentes: Stenotrophomonas, Pandoreae, 
Sphingobacterium, Gordonia, Ochorobactrum, Enterobacter e Pseudomonas (em conjunto 
41,6%). Esses resultados mostraram a diversidade microbiana no processo da compostagem 
mesmo após isolamento de microrganismos em condições seletivas (enriquecimento), 
concordando com trabalhos anteriores realizados no Laboratório de Interações Microbianas da 
UNIFESP (PASCON et al., 2011; TRAMA et al., 2014; MARTINS et al., 2013). Porém, 
nenhum dos 10 microrganismos selecionados pelo do teste do halo de degradação foi 
identificado com um score seguro em nível de espécie pela técnica de espectrometria de 





(para fungos) sequenciadas. Os resultados das identificações pela técnica de MALDI-TOF e 
sequenciamento estão descritos nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. 
A técnica do MALDI-TOF possibilitou identificar 44% dos isolados pelo menos em 
nível de gênero. Contudo, houve a necessidade de utilizar outro método de identificação para 
os microrganismos selecionados, já que os mesmos não obtiveram bons scores. Isso se deve, 
possivelmente, pela limitação do banco de dados da Bruker Daltonics no qual predominam 
espectros provenientes de amostras clínicas de microrganismos. No trabalho descrito por 
TRAMA et al. (2013) foi possível identificar 69% dos microrganismos isolados de 
compostagem pela técnica do MALDI-TOF, enquanto para a identificação dos 31% restantes 
houve também a necessidade da técnica do sequenciamento dos genes essenciais (16S e 25S) 
de bactérias e fungos. UZAM, 2015 conseguiu identificar 67,2% de um total de 125 isolados 
ambientais utilizando a metodologia do MALDI-TOF.  
 
Tabela 4 - Resultado do processo de identificação dos microrganismos pelo MALDI-TOF, com os respectivos 
scores de identificação. S/ID = sem identificação. O Número entre parênteses corresponde à coleta da qual o 
microrganismo foi isolado. Score de 0,000 e 1,699 quando a amostra não é identificada, de 1,700 a 1,999 quando 
há uma identificação provável do gênero, de 2,000 a 2,299 que resulta na identificação segura do gênero e 
provável espécie e por fim 2,300 a 3,000 que significa identificação segura da espécie, segundo o manual 
Biotyper (Bruker) 
ISOLADO ID por MALDI-TOF SCORE 
MTZ007 (1ª) Pseudomonas rhodesiae 1,79 
MTZ040 (1ª) Pseudomonas luteola 1,914 
MTZ041 (1ª) Gordonia rubripertincta 2,099 
MTZ047 (1ª) S/ ID 1,676 
MTZ064 (2ª) S/ ID 1,527 
MTZ065 (2ª) S/ ID 1,422 
MTZ075 (2ª) S/ ID 1,365 
MTZ077 (2ª) Klebsiella pneumoniae 1,755 
MTZ098 (3ª) Pseudomonas putida 1,946 
MTZ100 (3ª) S/ ID 1,452 
 
 O sequenciamento do DNA que codifica a subunidade 16S e a comparação com o 
banco de dados permitiu que 9 microrganismos fossem identificados com similaridade ≥99%. 
A exceção foi a MTZ040, que seguindo o preconizado por DRANCOURT et al., (2000) 





identificados, todos demonstraram identificação segura em nível de espécie, segundo 
GARNER et al., (2010).  
A partir das sequências obtidas das duas fitas pelo sequenciamento do DNA 
ribossomal (subunidade 16S e 25S, bactérias e eucariotos, respectivamente) pode-se montar 
contigs para cada isolado. A partir dessas sequências montadas em contigs e empregando o 
programa LaserGene (DNAStar, WI, EUA) foi possível fazer uma comparação, demonstrando 
o percentual de identidade entre todos os microrganismos (Figura 6). 
 
Tabela 5 – Resultados do sequenciamento das regiões conservadas do DNA ribossomal que codifica as 
subunidades 16S e 25S. O Número entre parênteses corresponde à coleta da qual o microrganismo foi isolado. 
Similaridade ≥99% é considerada segura em nível de espécie e ≥ a 97% em nível de gênero (DRANCOURT et 






N° DE ACESSO 
MTZ007 (1ª) Pseudomonas fragi 100% 99% KF921603.1 
MTZ040 (1ª) Pseudomonas luteola 100% 97% KC429633.1 
MTZ041 (1ª) Gordonia paraffinovorans 100% 100% JN627166.1 





100% 100% KF112070.1/KF015740.1 
MTZ065 (2ª) Candida tropicalis 100% 100% AB435194.1 
MTZ075 (2ª) Cryptococcus diffluens 100% 100% KF811421.1 
MTZ077 (2ª) Cryptococcus diffluens 100% 100% KF811421.1 
MTZ098 (3ª) 
Pseudomonas 
fluorescens/ P. putida 
100% 100% KJ161327.1/KJ161326.1 





Figura 6 – Percentual de identidade entre os microrganismos que tiveram as regiões conservadas do DNA 
ribossomal que codificam as subunidades 16S e 25S sequenciadas, empregando o programa Laser Gene 
Percent Identity
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 100.0 35.9 34.0 35.4 34.0 33.3 74.9 66.8 1 MTZ 075 25S contig.seq
2 0.0 35.7 34.2 35.6 34.4 33.3 74.8 67.0 2 MTZ 077 25S contig.seq
3 153.7 153.5 86.4 97.1 95.6 82.1 36.2 34.1 3 MTZ 098 contig.seq
4 171.0 166.2 15.0 85.3 85.1 84.1 36.5 34.2 4 MTZ 100 contig.seq
5 157.4 154.5 2.7 16.2 93.7 82.3 36.2 34.1 5 MTZ 007 contig.seq
6 165.0 161.6 1.5 13.1 3.4 81.2 33.2 31.1 6 MTZ 040 contig.seq
7 186.8 186.8 20.5 17.9 20.2 18.3 34.7 34.3 7 MTZ 041 contig.seq
8 30.7 30.8 151.5 151.0 153.2 174.6 171.5 81.3 8 MTZ 064 25S contig.seq
9 44.2 43.8 161.5 161.1 162.5 188.1 165.0 21.7 9 MTZ 065 25S contig.seq
1 2 3 4 5 6 7 8 9  
 
Quando se cruza as informações de identificação dos microrganismos com as coletas 
(1ª, 2ª ou 3ª), observa-se que houve recuperação de bactérias em todas as três coletas, 
enquanto que fungos só foram obtidos na segunda coleta, o que demonstra uma possível 
prevalência do primeiro grupo no composto em todas as etapas analisadas.  
No processo de compostagem ocorre certo dinamismo em relação à microbiota 
presente. MARTINS et al. (2013) fizeram uma análise de metagenômica de duas 
composteiras localizadas no Parque Zoológico de São Paulo e identificaram a presença de 
várias espécies de Lactobacillus, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas, 
Clostridium, Bacillus, dentre outras. Nota-se que bactérias pertencentes a alguns desses 
gêneros também foram encontradas nesse trabalho. 
 É conhecido que as bactérias atuam tanto na fase inicial da compostagem, em que 
estão disponíveis compostos de fácil decomposição, assim como na fase termofílica, 
destacando-se nessa, a ação dos actinomicetos, na qual ocorre a degradação de compostos 
mais complexos, como celulose (TUOMELA, 2000). Esse dado pode ser comparado a esse 
trabalho, já que houve recuperação apenas de bactérias na primeira coleta, destacando-se os 
isolados MTZ041 e MTZ047 (G. paraffinivorans) que são actinomicetos. Já os fungos 
geralmente crescem na fase mesofílica, concordando com os nossos resultados, pois houve 
recuperação dos mesmos na segunda coleta, em que o composto se encontrava com 
temperaturas em torno de 60°C. 
Dentre as bactérias pode-se notar a prevalência do gênero Pseudomonas, o qual possui 





seguida da espécie C. diffluens, e G. paraffinivorans, que até o momento ainda não haviam 
sido relatadas como degradadoras desse polissacarídeo. 
 
3.4 Ensaio enzimático FPA 
 
 Os ensaios enzimáticos possibilitaram quantificar a liberação de açúcar redutor 
contido na reação em função das celulases atuando sobre o substrato. A Figura 7 mostra a 
baixa atividade enzimática dos microrganismos em meio LB, podendo-se concluir que a 
produção de celulases é reprimida por fonte de carbono prontamente assimilável (glicose) 
presente no meio. Por outro lado, a Figura 8 demonstra uma alta atividade enzimática para 
esses microrganismos na presença de CMC como fonte principal de carbono, pois leva à 
indução da produção de celulases SUTO (2001). O ensaio para o isolado MTZ065 não foi 
conclusivo, mesmo depois de várias repetições, assim, ele não consta nas Figuras. 
Em um projeto de mestrado feito em paralelo pela aluna Aline Márcia Silva Araújo e 
Oliveira, foram isolados dois microrganismos (MTZ052 e MTZ096) pertencentes ao mesmo 
gênero que a MTZ041, Gordonia, sendo uma delas, MTZ052, da mesma espécie e a MTZ096 
da espécie Gordonia sihwensis. Sendo assim, sentiu-se a necessidade de testá-las também 
quanto às suas capacidades de degradar celulose. 
 
Figura 7 – Atividades enzimáticas de celulase total correspondentes aos microrganismos MTZ007, MTZ040, 
MTZ041, MTZ047, MTZ064, MTZ075, MTZ077, MTZ098, MTZ100, MTZ052*, MTZ096* e à bactéria 
controle URX336 (B. subtilis, identificada por PASCON et al., 2011), nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas.* 







 Analisando as figuras referentes às atividades enzimáticas dos microrganismos, 
percebe-se uma grande diferença entre os valores e o comportamento dessas enzimas nos 
meios constitutivo (LB) e induzido (CMC). No meio LB, as atividades mostraram-se baixas e 
de forma semelhante entre todos os microrganismos, resultando numa pequena produção de 
açúcares produzidos na reação. Em contrapartida, é notável que, quando cultivadas no meio 
CMC a atividade celulolítica sofre uma indução pela presença da fonte de carbono específica 
o que refletiu na elevação da atividade em comparação ao observado no meio LB. Percebem-
se diferenças nas atividades enzimáticas em meio CMC entre os microrganismos, assim como 
no comportamento das enzimas com o passar do tempo. Apesar dessas diferenças as 
conclusões sobre as enzimas produzidas por esses isolados podem ser melhor avaliadas 
quando acessada a atividade específica, a qual será discutida a seguir. 
 
Figura 8 – Atividades enzimáticas de celulase total correspondentes aos microrganismosMTZ007, MTZ040, 
MTZ041, MTZ047, MTZ064, MTZ075, MTZ077, MTZ098, MTZ100, MTZ052, MTZ096, MTZ052, MTZ096 
e à bactéria controle URX336, em meio induzido (CMC), nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas.* microrganismos 
isolados por Aline M. S. A e Oliveira 
 
 
3.5 Determinação da atividade especifica 
 
 O sobrenadante das culturas de microrganismos crescidos no meio LB e indutor 





a atividade enzimática (em Unidades) e, desta forma, acessar a atividade específica das 
celulases [Apêndice III]. 
 A partir da dosagem de proteínas totais (dados não mostrados), pode-se perceber que 
elas estavam presentes no meio LB em grande quantidade, porém, a atividade celulolítica foi 
baixa, demonstrando, assim, atividades específicas igualmente baixas (Figura 9), já que a 
atividade específica é determinada pela razão da atividade enzimática (U) e quantidade de 
proteínas em mg. Já no meio CMC, a quantidade de proteínas presentes no sobrenadante foi 
baixa, mas a atividade celulolítca foi elevada o que refletiu em uma atividade específica alta. 
(Figura 10). 
 
Figura 9 – Atividades específicas de celulase total correspondentes aos microrganismos MTZ007, MTZ040, 
MTZ041, MTZ047, MTZ064, MTZ075, MTZ077, MTZ098, MTZ100, MTZ052*, MTZ096*, e à bactéria 
controle URX336 Bacillus subtilis (PASCON et al., 2011), em meio LB, nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas. * 







Figura 10 – Atividades específicas de celulase total correspondentes aos microrganismos MTZ007, MTZ040, 
MTZ041, MTZ047, MTZ064, MTZ075, MTZ077, MTZ098, MTZ100, MTZ052*, MTZ096* e à bactéria 
controle URX336 B. subtilis (PASCON et al., 2011), em meio CMC, nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas. * 




Fazendo uma comparação das atividades específicas de todos os microrganismos com 
a bactéria controle URX336 B. subtilis (PASCON et al., 2011), é possível observar que 
apenas a MTZ041 demonstrou um desempenho semelhante à mesma durante as 24 horas, o 
qual se mostrou crescente em função do tempo decorrido. Nota-se que os isolados MTZ040 e 
MTZ098 apesar de demonstrarem atividade enzimática alta, obtiveram seus valores das 
atividades específicas baixas e constantes em CMC, apresentando uma similaridade com as 
atividades no meio LB. Isso pode ser reflexo de haver necessidade de uma grande quantidade 
de proteínas para realizar tal ação, fazendo com que as atividades específicas das mesmas 
sejam inferiores ou a quantidade de enzimas celuloliticas que é exportada para o meio ser 
baixa. 
ISAAC e ABU-TAHON (2015) isolaram uma cepa de Aspergillus terreus, uma 
espécie de fungo filamentoso já descrito como degradador de celulose, de um lago do Egito e 
fizeram uma mutação física no mesmo. Esse microrganismo também foi submetido ao ensaio 
enzimático de celulase total, utilizando o substrato papel de filtro, demonstrando uma 
atividade específica igual a 163U/g. Pode-se perceber que a mesma se manteve muito 
próxima à de alguns microrganismos isolados nesse trabalho, como: MTZ041 no tempo 24 
horas (143 U/mg), MTZ052 no tempo 24 horas (167 U/mg) e MTZ096 no tempo 4 horas (177 
U/mg). HECK (2002) isolou microrganismos de água e solo da Amazônia, e um deles, 





atividade específica dentre eles (1,08 U/ mg), em 24 horas de cultivo, o qual é um valor muito 
inferior aos valores das atividades específicas dos microrganismos isolados nesse trabalho.  
Com o auxílio do programa Prisma, método ANOVA, foi possível fazer uma análise 
estatística dos 9 isolados que obtiveram resultados no ensaio enzimático. Suas atividades 
específicas nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas foram comparadas à da bactéria controle entre os 
microrganismos da mesma espécie (MTZ041 e MTZ047; MTZ075 e MTZ077) (Figura 11). 
Analisando a atividade específica no tempo 0 hora, pode-se perceber que apenas os 
isolados MTZ007, MTZ077, MTZ098, MTZ100, MTZ052 e MTZ096 obtiveram diferença 
significativa (p<0,001) quando comparados ao controle URX336 (B. subtilis, PASCON et al., 
2011). Destaca-se também, que não houve essa diferença estatística entre os isolados 
MTZ041 e MTZ047, os quais são da mesma espécie, porém, quando comparados ao MTZ052 
existe uma grande diferença entre eles, assim como entre os isolados MTZ075 e MTZ077, 
também pertencentes à mesma espécie. 
No tempo de 4 horas, nota-se um aumento das atividades específicas de quase todos os 
isolados, exceto para os microrganismos MTZ007, MTZ098 e MTZ100 que apresentaram 
uma redução nas atividades específicas nesse tempo. Todas as atividades específicas foram 
diferentes quando comparados ao controle. Nesse tempo, a atividade específica da bactéria 
MT096 destacou-se e percebe-se que houve diferença significativa entre os isolados MTZ041, 
MTZ047 e MTZ052, assim como MTZ075 e MTZ077, mesmo eles pertencendo à mesma 
espécie. Pode-se destacar que os isolados MTZ007, MTZ040, MTZ098 e MTZ100 continuam 
com suas atividades específicas baixas, mesmo sendo consideradas diferentes estatisticamente 
à da bactéria controle positivo URX336 (B. subtilis, PASCON et al, 2011). 
Decorrentes 8 horas, é possível identificar um aumento considerável na atividade 
específica da bactéria controle URX336 (B. subtilis, PASCON et al., 2011), assim como a 
permanência das atividades baixas dos isolados MTZ007, MTZ040, MTZ047, MTZ064, 
MTZ075, MTZ077, MTZ098, MTZ100 e MTZ096, demonstrando diferença significativa dos 
mesmos quando comparados ao controle. Já os isolados MTZ041 e MTZ052, pertencentes à 
mesma espécie, tiveram suas atividades aumentadas consideravelmente, ultrapassando a do 
controle nesse intervalo de tempo. Nota-se que ainda há diferença entre as atividades de 






Figura 11 – Atividade específica de celulase total do controle positivo (URX336) e dos isolados MTZ007, 
MTZ040, MTZ041, MTZ047, MTZ064, MTZ075, MTZ077, MTZ098, MTZ100, MTZ052, MTZ096 crescido 
em meio CMC. Em que A, B, C e D correspondem aos tempos 0, 4, 8 e 24 horas, respectivamente. *variância 
entre os valores comparados ao controle positivo (B. subtilis, PASCON et al., 2011); * variância entre os 






A análise estatística dos dados mostrou que no tempo de 24 horas em meio CMC, 
todas as atividades específicas foram diferentes estatisticamente do controle URX336 
(B.subtilis). É possível observar uma estagnação nas atividades dos isolados MTZ007, 
MTZ040, MTZ098 e MTZ100, comportamento esse que se manteve similar ao longo de todo 
o tempo. Enquanto houve um aumento na atividade da bactéria controle URX336 (B. subtilis), 
ocorreu uma brusca diminuição dessa atividade no isolado MTZ064. Os isolados pertencentes 
à mesma espécie (MTZ041, MTZ047 e MTZ052; MTZ075 e MTZ077) demonstraram 
diferença em suas atividades.  
Pela análise da atividade específica de todos os tempos é possível constatar que os 
microrganismos MTZ041, MTZ047 e MTZ052, assim como MTZ075 e MTZ077, que 
pertencem à mesma espécie G. paraffinivorans e Criptococcus diffluens, respectivamente, 





horas, assim como apresentaram diferenças no teste qualitativo.  Isso pode sugerir que mesmo 
tendo sido isolados da mesma coleta, e com a mesma identificação de espécies, não sejam 
amostras clonais, tendo a necessidade de uma análise mais aprofundada dos seus genomas.  
Em um artigo descrito por POURRAMEZAN et al. (2012), que está disponível apenas 
em resumo, descreve que microrganismos pertencentes ao gênero Pseudomonas foram 
isolados do intestino de cupins e se mostraram capazes de formar halo de degradação em meio 
contendo carboximetilcelulose como fonte de carbono, o que demonstra a atividade de 
endoglucanases presente. YANG et al. (2014), demonstraram que tanto Pseudomonas putida 
quanto Bacillus subtilis, recuperados de amostras de solo, foram capazes de degradar celulose, 
através do ensaio enzimático FPA. Entretanto, a primeira espécie demonstrou uma atividade 
enzimática menor que a segunda, sendo esses resultados concordantes com os por nós 
obtidos, quando comparadas as atividades específicas de todos os microrganismos do gênero 
Pseudomonas (MTZ007, MTZ040 e MTZ098) com a da bactéria controle (B. subtilis, 
PASCON et al, 2011). A espécie Cryptococcus diffluens (MTZ075 e MTZ077), não possui 
relato de degradação da celulose na literatura, porém outras espécies pertencentes ao gênero 
Cryptococcus já foram descritas como degradadoras desse composto. SOUZA et al. (2013) 
isolaram vários fungos das regiões do cerrado brasileiro e da Amazônia, e os testaram quanto 
a formação do halo de degradação da celulose, assim como a atividade enzimática em CMC e 
celulose cristalina (AVICEL). O microrganismo Cryptococcus laurentii, se destacou pela 
produção de altos níveis de β-glicosidases e baixos de endo e exoglucanases. LOPERENA et 
al. (2012) isolaram várias espécies de microrganismos na Antártida e os testaram quanto a 
capacidade de produzir enzimas hidrolíticas como xilanases, amilases e celulases, tendo a 
levedura Cryptococcus victoriae se destacado na degradação de carboximetilcelulose, com 
formação do halo.   
A espécie Salmonela entérica (MTZ100) não possui relatos de degradação na 
literatura, mas em um trabalho publicado por YOO et al. (2004), demonstrado apenas o 
resumo, foram isoladas endoglucanases da espécie Salmonella typhimuriume a mesma foi 
clonada em Escherichia coli e obteve atividade quando testada em diferentes substratos 
(carboximetilcelulose e avicelase). Esse resultado foi discordante com os obtidos nesse 
estudo, já que o isolado MTZ100, pertencente ao mesmo gênero que a descrita, não realizou 
degradação de carboximetilcelulose no teste qualitativo. Foi feita uma busca pelas sequencias 





de todas as espécies do gênero Salmonella no site do NCBI, porém, nenhuma semelhança 
significativa foi encontrada.  
Todos os artigos encontrados por pesquisas no PubMed que relatam a degradação pela 
espécie Geotrichum candidum, estão apenas com seus resumos disponibilizados. Então, 
RUMIANTSEVA (1982) descreve o isolamento de β-glicosidases desse fungo, assim como 
TIUNOVA (1980) mostrou que entre várias espécies de fungos, o G. candidum se destacou 
quanto à produção de enzimas celulolíticas e a atividade das mesmas.  
Quando se compara os resultados do ensaio qualitativo com o quantitativo, percebe-se 
uma diferença entre os microrganismos que se destacaram nos dois métodos. Os isolados 
MTZ047, MTZ064 e MTZ065 demonstraram os maiores índices enzimáticos (quatro cruzes) 
no ensaio do halo de degradação em CMC entretanto, suas obtiveram atividades específicas 
em papel de filtro não se destacam como as melhores (Figura 10). Já o isolado MTZ041 se 
destacou no ensaio de açúcar redutor, porém, obteve um índice enzimático pequeno (uma 
cruz). Isso pode ser explicado pela diferença na composição do substratos empregados para 
acessar a atividade de forma qualitativa e quantitativa (CMC na placa de Petri e papel de 
filtro, no ensaio enzimático, respectivamente).  
O isolado MTZ041, identificada como Gordonia paraffinivorans, obteve uma 
atividade específica alta, assim como um comportamento semelhante à da bactéria utilizada 
como controle positivo. Porém, há apenas um relato na literatura desta espécie de bactéria 
(XUE et al., 2003), o qual descreve que a cepa isolada de um poço de petróleo na China, não 
foi capaz de degradar celulose como fonte de carbono. Além disso, não há relatos de 
degradação de celulose por nenhuma outra espécie pertencente a esse gênero. Destaca-se 
também, que o ensaio de açúcar redutor foi realizado a 50°C, mostrando que as enzimas se 
mantiveram estáveis mesmo em uma temperatura relativamente elevada, sendo essa uma 
vantagem da enzima na aplicação industrial.  
Diante disso, sentiu-se a necessidade de estudar seu genoma um pouco mais afundo.  
 
3.5 Análise dos genomas por bioinformática 
 
Com a técnica utilizada no sequenciamento, foi possível sequenciar o genoma dos três 
isolados, identificados como MTZ041, MTZ052 e MTZ096, que foram selecionados por 





específicas em papel de filtro. O total de contigs variou de tamanho, assim como de 
quantidade em cada isolado, sendo todos analisados.  
Quando a sequência dos contigs foram comparadas ao genoma da espécie Gordonia 
paraffinivorans NBRC 108238, depositado no banco de dados do NCBI, dois contigs dos 
isolados MTZ041 e MTZ052 demonstraram conter sequências de nucleotídeos responsáveis 
por codificar uma proteína que faz parte do processo final da degradação de celulose, 
conhecida como -glicosidase. Uma sequência de um contig de cada isolado teve uma 
identidade de 99% com uma putativa -glicosidase GH1 (WP_006902525.1) e o segundo 
obteve também uma identidade de 99% com uma -glicosidase GH3 (WP_040526688.1). Os 
contigs da MTZ096 foram jogados contra o genoma da espécie Gordonia sihwensis e em um 
deles voltaram duas -glicosidases, sendo uma GH1 (WP_006897696.1) e a outraGH3 
(WP_039867697.1), e em outro contig apenas uma GH1 (WP_006896995.1), tendo a 
primeira e a última uma similaridade de 99% e a segunda 100% com as proteínas em questão 
do microrganismo depositado no banco. Apesar de essas hidrolases possuírem a mesma 
função, clivagem da celobiose, elas pertencem a famílias distintas (GH1 e GH3) e possuem 
sequências de aminoácidos completamente diferentes, como demonstrado na Figura 12.  
 




A partir da árvore filogenética feita com sequência de aminoácidos (Figura 13), na 
qual se compara as proteínas da família GH1 entre os microrganismos MTZ041, MTZ052 e 





microrganismos de mesma espécie (MTZ041 e MTZ052), como também a diferença dessas 
com as da MTZ096. De forma semelhante é demonstrada uma diferença considerável entre as 
proteínas de mesma família da espécie Gordonia sihwensis. 
 
Figura 13 - árvore filogenética de proteínas da família GH1 dos isolados MTZ041, MTZ052 e MTZ096, a partir 
do programa Laser Gene 
 
 
SUZUKI (2013) fez uma análise de -glicosidases pertencentes à família GH1 de 
vários microrganismos e descreve sequências conservadas de aminoácidos entre as mesmas 
(Figura 14 A), classificando-as como sítio ativo da proteína, ou seja, o sítio responsável pela 
quebra da ligação entre duas moléculas de glicose. Assim, a busca por essas regiões foi feita 
nas proteínas encontradas nos genomas dos três microrganismos sequenciados, as quais 
demonstraram conter similaridade em sua grande maioria (Figura 14 B, C e D). Nota-se que 
apenas um resíduo de glutamina e um de metionina não foram encontrados nas sequências de 
β-glicosidases GH1 dos microrganismos isolados nesse trabalho. 
Foi realizada também, uma busca por sequências de -glicosidases da família GH1 de 
outras espécies de Gordonias, Rhodococcus e Nocardia, sendo esses dois últimos gêneros 
próximos, filogeneticamente, ao Gordonia. Assim, o alinhamento dessas proteínas (dados não 
mostrados) demonstrou uma alta conservação das sequências de aminoácidos, como descrita 
por SUZUKI (2013). 
 Com essas sequências de proteínas, foi possível também construir uma árvore 
filogenética a fim de verificar a proximidade das proteínas entre as espécies, como 











Figura 14 – Esquemas de sequências conservadas de aminoácidos na proteína β-glicosidases GH1 classificadas 
como sítio ativo, como descrito por SUZUKI (2013). A: sequência conservada descrita por SUZUKI (2013); B, 
C e D:  sequências de aminoácidos pertencentes aos isolados MTZ041, MTZ052 e MTZ096,  respectivamente. 






















Figura 15 - Árvore filogenética das β-glicosidases GH1 de espécies de Gordonia, Rhodococcus e Nocardia, 
utilizando o programa MegAling 
 
 
YANG et al, 1996, descreveram pela primeira vez o gene que codifica a -glicosidase 
da família GH3, o chamado bglX, em Escherichia coli. No trabalho, eles demonstraram 
sequências conservadas em -glicosidases pertencentes à família GH3 (Figura 16) de diversas 
espécies. Porém, essa sequência não estava presente nas -glicosidases pertencentes à essa 
família dos isolados estudados no presente trabalho (Figura 17), surgindo assim, a curiosidade 
da presença dessa sequência na E. coli estudada. Assim, foi feita uma busca por essa cepa  
em seguida, por essas sequências na proteína da mesma (AAB38487.1), e percebeu-se que ela 
também não continha os aminoácidos na ordem descrita pelo trabalho. 
 








Figura 17 - Esquema da sequência de aminoácidos da β-glicosidase GH3 do isolado MTZ041, nas posições 
descritas por YANG et al, 1996 
 
 
Quando estudada a similaridade entre as -glicosidases GH3 dos microrganismos 
MTZ041, MTZ052 e MTZ096 percebe-se uma semelhança de quase 100% entre as proteínas 
dos isolados de mesma espécie, o que já era esperado. Por outro lado, essas duas (pertencentes 
os isolados MTZ041 e MTZ052) obtiveram uma diferença de 20 aminoácidos por cada cem 
resíduos, da proteína do isolado MTZ096. Quando comparadas à -glicosidase GH3 da E. 
coli, as proteínas de todos os três microrganismos obtiveram diferenças consideráveis da 
mesma (Figura 18).   
 
Figura 18 - Árvore filogenética de proteínas da família GH3 dos isolados MTZ041, MTZ052, MTZ096 e E. 
coli, a partir do programa Laser Gene 
 
 
É interessante ressaltar, que ao contrário do que se esperava, não foram encontradas no 
genoma dos três isolados sequências correspondentes às proteínas endo e exoglucanase. 
Assim, sugere-se que essas bactérias não contém o gene que codifica a proteína, ou que elas 
possuam proteínas com essas funções, mas que são completamente diferentes das já 
depositadas no banco de dados do NCBI.  
BERLEMONT e ADAM (2013) estudaram a distribuição filogenética de 
microrganismos que possuem genes que codificam celulases e das famílias dessas proteínas. 
Eles relataram que existem isolados que possuem as 3 classes de celulases e fazem a 
degradação completa da celulose, outros que são chamados de oportunistas por conterem 
somente as β-glicosidases e fazerem apenas a degradação final do polissacarídeo (encontrados 





não as utilizam. Os resultados do presente trabalho demonstraram que os três microrganismos 
que se destacaram quanto às atividades específicas não se encaixam em nenhum desses 
grupos expostos acima, já que não foram encontradas duas classes de celulases e eles foram 
isolados e ensaiados individualmente. Dentre as famílias de β-glicosidases encontradas, as 
mais frequentes foram as GH1 e GH3, assim como as encontradas nesse trabalho.  
Embora esses isolados tenham sido obtidos na presença de CMC como fonte única de 
Carbono e análises posteriores revelarem que eles tem atividade celulolítica em papel de filtro 
que são superiores ao do controle, não foi possível demonstrar bioquimicamente as atividades 
de endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases, mesmo empregando várias técnicas de 
indução conhecidas para organismos celulolíticos. Ainda, a análise de bioinformática 
demonstrou que esses organismos (Gordonia paraffinivorans e Gordonia sihwensis) não 
possuem as duas primeiras classes de enzimas, mas sim, duas famílias de β-glucosidases 
(GH1 e GH3). Essas, por sua vez, foram testadas em relação às suas transcrições na presença 
do indutor CMC, porém, não foi possível demonstrar que esses genes são de fato expressos 
nessas bactérias, sendo necessários mais estudos para elucidar a forma pela qual eles obtêm 
energia a partir da carboximetilcelulose.  
O fato de não termos ainda encontrado no genoma dos isolados MTZ041, MTZ052 e 
MTZ096 genes que codificam as enzimas endo e exoglucanases pode ser atribuído a não 
cobertura total no sequenciamento desses genomas, pois os tamanhos dos genomas 
sequenciados e depositados em bancos de dados (NCBI) das espécies Gordonia 
paraffinivorans (NBRC 108238) e Gordonia sihwensis (NBRC 108236) são de 4,63 e 4,14 
mega bases, respectivamente e dos isolados MTZ041, MTZ052 e MTZ096 são de 4,57, 4,72 e 













- O produto do processo de compostagem abriga uma diversidade de microrganismos  
 
- A técnica de identificação por MALDI-TOF foi efetiva somente para 44% dos isolados 
 
- Foi possível identificar todos os microrganismos que foram submetidos ao sequenciamento 
dos fragmentos dos genes ribossomais que codificam as subunidades 16S e 25S 
 
-Microrganismos isolados da compostagem, pertencentes às espécies Gordonia 
paraffinivorans e Cryptococcus diffluens demonstraram ter boa atividade específica em papel 
de filtro. 
 
- Os isolados identificados como Gordonia paraffinivorans e Gordonia sihwensis possuem 
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APÊNDICE I - Identificação dos microrganismos por MALDI-TOF 
Identificação dos microrganismos isolados, por MALDI-TOF e seus respectivos      scores. Em que * representa 
as identificações seguras em nível de espécie; ** identificações seguras em nível de gênero;
† 
identificações não 
seguras em nível de espécie nem de gênero e S/ID corresponde aos que não obtiveram identificação. 
ISOLADO IDENTIFICAÇÃO SCORE 
MTZ 001  Acinetobacter baumanii 2,398*  
MTZ 002  Leifsonia 58quática 1,725 
†
 
MTZ 003  Stenotrophomonas maltophilia 2,156 ** 
MTZ 004  Pandoraea sp  1,814 
†
 
MTZ 005  Leifsonia 58quática 1,992 
†
 
MTZ 006  Acinetobacter baumanii 1,367 
†
 
MTZ 007 Pseudomonas rhodesiae 1,79  
MTZ 008  Acinetobacter baumanii 2,302*  
MTZ 009  Klebsiella pneumoniae 2,291**  
MTZ 010  S/ID  1,503  
MTZ 011  Acinetobacter guillouiae  1,854
†
 
MTZ 013  Enterobacter aerogenes 2,202**  
MTZ 014  Klebsiella pneumoniae 2,462*  
MTZ 015  Pandoraea sp  2,058**  
MTZ 016  Klebsiella pneumoniae 2,416*  
MTZ 017  Sphingobacterium multivorum 2,29**  
MTZ 018  Acinetobacter baumanii 2,581*  
MTZ 019  Acinetobacter baumanii 2,527*  
MTZ 020  Stenotrophomonas maltophilia 2,261**  
MTZ 021  Acinetobacter baumanii 2,542*  
MTZ 022  Acinetobacter baumanii 2,165**  
MTZ 023  Acinetobacter baumanii 2,218**  
MTZ 024  Stenotrophomonas maltophilia 1,977
†
 
MTZ 040  Pseudomonas luteola 1,914
†
 
MTZ 041  Gordonia rubripertincta 2,099**  
MTZ 042  Gordonia rubripertincta 2,172**  
MTZ 044  Gordonia rubripertincta 2,121**  
MTZ 046 S/ID 1,623 
MTZ 047 S/ID 1,676 
MTZ 064 S/ID 1,527 
MTZ 065 S/ID 1,422 
MTZ 067 S/ PICO  
MTZ 068 S/ID 1,653 
MTZ 070 S/ID 1,571 
MTZ 071 S/ID 1,501 
MTZ 072 S/ID 1,64 
MTZ 073 Klebsiella pneumoniae 2,254** 
MTZ 075 S/ID 1,375 
MTZ 076 Klebsiella pneumoniae 1,851
†
 
*MTZ 077 Klebsiella pneumoniae 1,755
†
 
MTZ 086 Klebsiella pneumoniae 2,255** 
MTZ 087 Pseudomonas nitroreducens 1,853
†
 





































MTZ 091 Ochrobactrum intermedium 2,27** 
MTZ 092 Klebsiella pneumoniae 2,194** 
MTZ 097 Klebsiella pneumoniae 2,018** 
MTZ 098 Pseudomonas putida 1,946
†
 
MTZ 099 Pseudomonas citronellolis 2,122** 
MTZ 100 S/ID 1,452 
MTZ 101 S/ID 1,528 
MTZ 102 S/ID 1,574 
MTZ 103 Arthrobacter uratoxydans 1,911
†
 
MTZ 104 S/ID 1,417 





APÊNDICE II - Curva de calibração do reagente DNS. O intervalo de µg de glicose 

















APÊNDICE III - Curva de calibração do reagente contido no kit BioRad Protein Assay. 




































APÊNDICE V - Carta de aprovação da Fundação Parque Zoológico de São Paulo 
 
 
 
 
